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1. Bevezetés és célkituizések

A Hévizi-to Europa legmélyebb biologiailag aktiv, tozegmedri forrastava. Gyogyhata-
sa miatt hazank egyik kozkedvelt turisztikai célpontja. Medrét vulkanikus €s lapos iszap borit-
ja, mely sajatos baktériumkozosségeknek ad otthont. Mind a kiilonleges iszap (illetve az abbol
szarmazo0 asvanyi anyagok) mind pedig az emlitett kozosségek - melyek Osszetételét még ma
1s alig 1ismerjiik - fontos szerepet jatszhatnak a to természetes allapotanak €s gyogyhatasanak
fenntartasaban.

Jelen kutatasunk célja ennek a még rejtozkodo mikrobialis diverzitasnak a feltérképe-
zése volt, kiillonos tekintettel az Actinobacteria torzs tagjaira, melyek valtozatos — és ipari
célokra is hasznosithatdé — enzimeik és anyagcseretermékeik révén meghatarozo szerepet
jatszhatnak a toban végbemeno folyamatok katalizalasaban. A vizsgalatokhoz parhuzamosan
alkalmaztunk tenyésztésen alapulo és tenyésztéstol fiiggetlen molekularis biologiai modszere-
ket, melyek segitségével egyiittesen teljesebb kép tarult elénk a forrasto iiledékének baktérium
diverzitasarol, és alkalmunk nyilt a modszerek hatékonysaganak €s érzékenységének sszeha-

sonlitasara 1s a baktériumkozosségek filogenetikai diverzitasanak feltarasaban.

2. Irodalm attekintés

A Hévizi-t6 Kozép-Europa legnagyobb kiterjedésii, melegvizii természetes gyogytava.
Vize kettos eredetli, egy 26°C-o0s és egy 41°C-os forrasbol szarmazik. A t6 homérséklete a
nyar nagy részében 33-35°C koriili, mig 0sszel és télen az idojarastol fliggden alacsonyabb,
de sajatos hoszabalyozo mechanizmusanak koszonhetéen nem csdkken 22°C ala. A vizzel
feltoro hot a paraburkolat védi a lehiiléstdl, a tobbiranyu és tobbsiku aramlas pedig egységes
homérsékletet biztosit az egész toban. A toviz gyodgyitd hatasa egyrészt a forras révén a mély-
bol hozott kiilonbozo asvanyi soknak koszonheto, masrészt hozzajarul ehhez a to sajatos
1szapja 1s, amely atmenetet képez a tozegek és a vulkanikus forrasiszapok kozott, tehat un.
kevert 1szap (Schulhof, 1957) és 80 % szervetlen, valamint 20 % szerves anyagot tartalmaz.
Az asvanyi alkotérészek kozt a mész van tulsulyban, a szarazanyag 60 %-at adja. A mészké mel-
lett kvarc, foldpat, csillam és amfibol ismerhet6 fel. A kémiai vizsgalatok az iszapbol a szervetlen
anyagok kozil a kalcium, a natrium, a magnézium, a szilicium, a vas, az aluminium €és a titan,
valamint a szulfat, a hidrogén-karbonat, a klorid és a jod vegytileteit mutattak ki. A viz alatt el-
korhadt novényi anyagok maradvanyai a forrasviz altal fellazitott tézegréteg szerves részeit jelen-

tik. A fenékiiledék nagy mennyiségii n6vényi eredetili szerves anyagot tartalmaz. Ennek nagy ré-



sze humin+lignin (4,795 %), huminsavak (1,277 %), cellul6z (0,403 %), hemicelluléz (1,633 %),
tovabba oldhato (0,905 %) és lebomlatlan (0,901 %) szerves anyag (Csajaghy, 1949). A hévizi
iszap hormonalis hatasu G6sztrogén anyagokat is tartalmaz. A viz kalcium-magnézium-
hidrokarbonat tipusu. A kalcium és a magnézium a felszinhez kézeli dolomit-rétegekbdl szarma-
zik. A kélium, a szilicium és a littum tartalom, valamint a jelentékeny radium emanacié, amely-
nek nagysaga 0,22-0,28 millimikrocurie liter” valosziniileg a tridsz rétegek alatt fekvé permi ko-
zetek mélységébdl kertil a feltoré vizbe. A t6 vize kénvegyiileteket is tartalmaz. A kénvegyiiletek
egyik része a lapnovényzetbdl szarmazik, és allandéan potlodik, masik része a mélybdl tor fel. A
vizben oldott szén-dioxid, azaz szénsav, a vulkani utomiikodés utolsé szakaszara jellemzd. Az
emlitetteken kiviil még a metan, a kozel semleges kémhatasu (pH 7,16) viz fontos alkotorésze
(Schulhof, 1957). A vizben és az iiledékben €16 baktériumkozosségek ugyancsak jelentos sze-
repet jatszhatnak a to természetes allapotanak fenntartasaban, tovabba a mikroorganizmusok
¢s/vagy anyagcseretermékeik is felelosek lehetnek a gydgyhatas kialakitasaért.

A Hévizi-t6 iiledéke sajatos bakteriologiai viszonyokat tiikroz. Szemben mas tavak
iiledékével, Clemente (1981) az iiledék felszini rétegeibdl a folyok iszapjara jellemzoen nagy-
szamu streptomycetat mutatott ki, de mas tavak tiledékében elofordulé micromonosporakat is
1zolalt. Ez a bakteriologiai szempontbol atmeneti karakter feltehetoen a forrasbol taplalkozo
to vizének atfoly¢ jellegébol kovetkezhet. A 80-as évek elején részletes mikrobiologiai vizs-
galatokat végeztek a Hévizi-t¢ aktinomiceta kdzosségein a toprofil négy szintjébol gyljtott
mintakon. Kimutattak, hogy a baktériumok szama majdnem minden esetben meghaladta az
aktinomicetakét, melyek a vizmintakban egyaltalan nem fordultak el6. Ebbol arra kovetkezte-
tettek, hogy az aktinomicetak a tavi planktonnak nem tagjai, hanem szilardan régziilnek az
1szaprészecskéken. A csiraszam megoszlasok alapjan a legnagyobb mikrobialis aktivitast az
iledék legfelsO rétegében talaltak. A viz/iszap hatarfelilleten a teljes lemezelhetd
baktériumbiota 10 %-at aktinomicetak alkottak, de mennyiségiik a mélységgel fokozatosan
csokkent. A mélységgel az aktinomicetak kozott a Strepromycesek szama gyorsan csokkent €s
20 cm-nél mar a sugargomba frakcioban a Micromonosporak dominaltak. Ugyanitt szorva-
nyosan Nocardia €s Microbispora 1s elofordult. Legnagyobb szamban a S. nigrifaciens és a S.
diastatochromogenes fajok képviseloi keriiltek eld. A kitenyésztett Micromonospora torzsek
kozott legnagyobb gyakorisaggal egy Micromonospora heviziensis névvel jelolt fa) képviseloi
fordultak el6 (Clemente és Szabo, 1982). A Hévizi-td iszapjabol kitenyésztett
mikromonosporak tobbsége, igy a M. heviziensis 1s cellulotikus aktivitassal rendelkezett.
Szintén ennek a munkanak az eredmeénye volt a Microbispora amethystogenes 1zolalasa, me-

lyet Europaban elsoként sikeriilt kimutatniuk. Ez a faj nevét a koloniai kozelében felhalmozo-



do lila szinii jodkristalyokrdl kapta (Clemente, 1982). 1989-ben ujabb vizsgalatok folytak a to
iiledékének felso rétegében abbol a célbol, hogy megtudjak, fellelhetok-e még a tora jellemzo
mikroorganizmusok (a M. heviziensis és a M. amethysogenes) valamint, hogy megjelentek-e
1) mikroorganizmus tipusok illetve fajok a toban és azok milyen aranyban szerepelnek. Ennek
eredményeként kideriilt, hogy a lemezelhet6 baktériumok szama egy nagysagrenddel emelke-
dett (2,7*10°-161 1,6%10%ra 1 g nedves iszapban), amibdl a té elszennyezddésére és az iilepe-
do konnyen bonthatd, nem tézeg- vagy humuszkarakterii szerves anyagok fokozodo degrada-
lodéasara kovetkeztettek. A megemelkedett csiraszam értékek ellenére az aktinomicetdk meny-
nyisége a korabbi értékek ala siillyedt. A Micromonospora carbonacea €s a M. chalcea jelen-
1étét nem, az egykor oly elterjedt M. heviziensist pedig csak kis szamban tudtdk kimutatni. Az
1) Osszetételll kozosség dominans alakja a M. purpureochromogenes lett. 1996-ban a Ponyi
altal kezdeményezett Biomonitoring Program keretében kornyezetbakteriologiai vizsgalatokat
1s végeztek, melyek soran a baktériumkozosségek mennyiségi viszonyainak funkcio és tipus
szerinti meghatarozasa volt a cél. Kimutattdk, hogy a toviz aerob csiraszama alig haladta meg
az 1000 CFU ml™ értéket. A vizben a sporas allapotban 1évé aerob baktériumok szama ele-
nyészo volt, anaerob spoérasok pedig nem fordultak elo.

Az tiledékbol korabban kitenyésztett Streptomyces és Micromonospora nemzetségek
az Actiobacteria torzs tagjai. Az ide tartozo taxonok altalanos jellemzdje a nagy G+C tarta-
lom, tébben koziiliik — kiilondsen a Streptomycetaceae csalad képviseloi — hatékony antibioti-
kum termeldk és a gydgyszeriparban hasznalatosak, masok fontos szerepet jatszanak kiilon-
kevés biokémiai €s molekularis marker ismeretes, amelyek segitségével az aktinobaktériumok
koénnyen és egyértelmiien elkiilonithetok lennének mas taxonoktol. Egy 23S rRNS inzert kiveé-
telével csupan harom széles korben elterjedt fehérje - a citokrom-c oxidaz 1. alegysége, a CTP
szintetaz €s a glutamil tRNS szintetaz - mutacidjanak (inzercidjanak vagy delécigjanak) vizs-

galata hasznalatos erre a célra (Gao és Gupta, 2005).



3. Anyag ¢€s modszer

3.1. Mintaveétel

A vizsgalatainkhoz felhasznalt iiledékmintidkat a Hévizi forrasto két eltéro pontjarol (a
parthoz kdzeli H3-as jelzési €s a kraterhez kozeli H4-es jelzésti helyrdl) vettiikk 2007. oktober
1-jén Hargrave-féle mintavevovel 2-3 méteres vizoszlop aldl (1. abra). Mindkét mintavételi
helyen két eltéro iiledékmélységbol szarmazo mintat gyijtottink (az egyiket toviz-iiledek
hatarrétegeébol, a masikat 20 cm-es iiledékmélységbol). Az egyenként mintegy 200 g-nyi min-
tat kiilon steril {ivegedényekbe helyeztiik, €s az egy napon beliil toérténo laboratériumi feldol-
gozasig 6-8°C-on taroltuk.

1. abra Mintavételi helyek a Hévizi forrastavon

3.2. Csiraszam becslés és baktériumtorzsek izolalasa

Feldolgozas soran az iiledékmintakbol steril viz felhasznalasaval tizes alapu higitasi
sort készitettiink, majd ennek minden tagjabol 6sszesen kilencféle tapagar lemez felszinére
szélesztettiink. Mivel kutatasunk célja a toviz tiledékében €16 Actinobacteria kozosség tagjai-
nak minél szelektivebb kitenyésztése volt, ezért a taptalajvalasztasunkat is erre optimalizaltuk
az irodalmi adatok, illetve a korabbi vizsgalatok eredményei alapjan. A felhasznalt taptalajok

a kovetkezok voltak:



. Keményito-kazein agar (Kiister és Williams, 1964)
. Malata-€lesztokivonat agar (Pridham €s mtsai, 1956)
. Difco™ Actinomycete izolalo agar (Difco Laboratories, 1962)
. Keményito-kazein agar (Waksman, 1961)
. Micromonospora megalomicea agar (DSMZ-127; www.dsmz.de)
. Kolloidalis kitin agar (Wohl és McArthur, 1998)
. Czapek agar (DSMZ-83; www.dsmz.de)
. KingB medium (Cowan, 1974)
9. Zab agar.
A keét hetes, 28°C-os inkubaciot kdvetoen csiraszam becslést végeztiink, majd a kifejlodott
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kiilonallo telepeket véletlenszerlien a tapagar lemezekkel azonos dsszetételli ferde agarra 1zo-
laltuk.
Az egyes mintak jelolése a mintavétel cimii pontban bevezetett betiijelzések €s sorszam
segitségével tortént a kévetkezoképpen:
H3F — Hévizi forrasté 3-as mintavételi pont felszini iledékminta
H3M — Hévizi forrasto 3-as mintavételi pont 20 cm mély iiledékminta
HA4F — Hévizi forrastd 4-es mintavételi pont felszini iledékminta

H4M — Hévizi forrasto 4-es mintavételi pont 20 cm mély iiledékminta

3.3. Tenyésztéstol fiiggetlen kozosségszerkezeti vizsgalatok

A molekularis biologiai vizsgalatok soran az iiledékmintikat centrifugalassal tomori-
tettiik (14000 rpm, 2 perc), majd a feliiliszot pipettaval eltavolitottuk annak érdekében, hogy
a minta nagy viztartalma ne befolyasolja a DNS izoléalas soran alkalmazott oldatok &sszetéte-
1ét. Az 500-500 mg-nyi tdmor iiledékbol DNS 1zolalo kit segitségével (Ultra Clean Soil DNA
Isolation Kit, Mo-B10), kémiai €s mechanikus sejtfeltarast alkalmazva, a protokollnak megfe-
lelden kivontuk a kdzosségi DNS-t.

A DNS izolatumokkal két iranyba dolgoztunk tovabb. Egyrészt polimeraz lancreakcio
(PCR) alapu hosszheterogenitas vizsgalatot (LH PCR) végeztiink, ami a 16S rRNS génjének
taxononkénti természetes hossz-variabilitasan alapul. Ennek soran a 16S rDNS els0 harmadat
- mintegy 500 bazisparnyi szakaszt - felsokszoroztuk PCR segitségével, mely az 6sszes vizs-

galati modszer esetében az alabbi koriilmények kozott zajlott:


http://www.dsmz.de/
http://www.dsmz.de/

A PCR ésszetétele (mintankeént): A PCR hoprofilja:

10x PCR puffer 5pul kezdeti denaturacio 98°C 5 min

MgCl, 4l Taq bemérés 84°C

dNTP 10 ul denaturéacié 94°C 30 sec |

dH,0 28 pl annel4cio 52°C 30 sec 32ciklus
Forward primer 0,5l extenzio 72°C 1 min J

Reverz primer 0,5 ul végso extenzio 72°C 30 min

Taq polimeraz 1l hités 4°C 0

DNS templat 1l
Ossztérfogat 50 pl
Vizsgalataink soran a PCR-hez felhasznalt reagensek:

10xPCR puffer (Fermentas) (200 mM TRIS/HCI, 15 mM MgSO,, 100 mM (NH,),SO,4)
MgCl, oldat (Fermentas) (25 mM)

dNTP keverék (Fermentas) (1 mM dATP, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP, 1 mM dTTP)
Forward primer (3,25x10°M)

Reverz primer (3,25x10°M)

Desztillalt viz (steril, HPLC tisztasagu)

LC Taq (Fermentas)

Az amplifikaciohoz felhasznalt két primer a TET63f (5°-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) és az 5191 (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3") koziil
a forward fluoreszcensen jeldlt volt, ezzel lehetové téve az ABI PRISM 310 Genetic Analyser
kapillaris elektroforézis késziilékkel torténd detektalast. A PCR termékeket etanol precipitaci-
oval tisztitottuk €s koncentraltuk. A 30 pul HPLC tisztasagu vizben feloldott PCR termékek
1 ul-ét, és 0,6 pl TAMRAS00 molekulasuly standardot 12 pl formamidba kevertiik, és
5 percig 98°C-on denaturaltuk. A mintak 2 perc jégen torténo inkubalas utan keriiltek a kapil-
laris elektroforézis késziilekbe. Az elektroforézis koriilményei: polimer: POP-4; injektalasi
1do: 8 sec; elektroforézis fesziiltség: 15 kV; kapillaris homérséklet: 60°C; futasi 1do: 35 perc.
A nyers adatokbol a kromatogramokat Gene Mapper ver. 3.7 szoftverrel allitottuk eld, melyen
a csucsok az egyes kozosseég alkotokat, azok magassagaranyai pedig a relativ gyakorisagukat
reprezentaljak.

A DNS izolatumok masik részét klonkonyvtar létrehozasahoz hasznaltuk. Ennek soran
a 16S 1DNS egy szakaszit felsokszoroztuk a H3M minta esetén 27f (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) ¢és 1492r (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’)
primerek, illetve a H4M minta esetén 63f (5-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3") és 519r
(5'-TTACCGCGGCTGCTGGC-3") primerek segitségével. A reakcid soran alkalmazott Taq

DNS polimeraz terminalis transzferaz aktivitasanak kdszonhetden az amplikokat egy tulnyulo



adenin nukleotiddal latja el, alkalmassa téve azokat TA-klonozo vektorokba torténo ligalasra.
A PCR termékeket tisztitas utan (PCR-M kit, Viogene) klonoz6 vektorba ligaltuk (pGEM-T
Vector System, Promega), E. coli JM109 kompetens sejtekbe transzformaltuk, és ampicillin
tartalmi LB agarlemezekre szélesztettiik. Konyvtaranként a fehér (inzertet tartalmazé vektor-
ral biro) klontelepet LB lemezekre pontoztunk at, majd jabb 24 o6ras inkubalas utan a tele-
pekbol a DNS-t 96 lyuku mikrotiter lemezen (PCR plate-en), 30-30 ul HPCL tisztasagu viz-
ben, 5 perces, 98°C-os inkubalassal tartuk fel. A lemezeket ezutan 3 percig 5000 rpm-en cent-
rifugaltuk, hogy a sejttormeléket kitilepitsiik. A klonkonyvtarakat a feldolgozasig -20°C-on
taroljuk (2. abra).

—
C/ Transzformacio O
S
Restrikcio ng 11¢w —_—>
i L

Vektor )

PGEM-T

Vector System I\o;c;ssegl o Kék-fehér szelekeio DINS
L F —

Transzformalt E. coli TN[109 sejtek

2. abra A klonkonyvtar létrehozasanak lépései

Az mzert szekvencia kinyeréséhez a DNS 1zolatumokbol két PCR-t végeztiink. Egyet
vektor specifikus M13 primerekkel, és egy nested PCR-t 27f és 1492r primerekkel a H3M
mintavételi pontrol szarmazo és 63f 519r primerekkel a H4M mintavételi pontrol szarmazo
mintak esetében, amely mar kizarolag az inzert szekvenciat amplifikalja fel. Az igy kapott
PCR termekeket restrikcios enzimekkel (Mspl és BsuRI) hasitottuk, a kiilonféle hasitasi min-
tazatok alapjan az egyes szekvenciakat csoportositottuk, a mindkét enzimre hasonldé mintaza-
tot adokat azonos csoportba helyezve. Az csoportok egy-egy reprezentansanak szekvencia
elemzését ABI Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit segitségével végeztiik 5191 primer

alkalmazasaval a gyarto utasitasainak megfelelden.

3.4. A baktériumtorzsek genotipusos vizsgalata

A genotipusos vizsgalat soran a baktérium térzsek tiszta tenyészeteibol elsoként DNS-
t 1zolaltunk G-spin™ Genomic DNA Extraction Kit (iINtRON Biotechnology) segitségével a
gyartd utasitasai szerint. Az izolalt DNS-bol a 16S régiot polimeraz lancreakcio segitségével
szaporitottuk fel 27f és 1492r primereket hasznalva. A PCR termékek mindségét agardz

gélelektroforézissel ellenoriztiik 1 %-os agardz gélben. Ezutan a felsokszorozott 16S rDNS



szakaszokat kétféle restrikcios endonukleazzal (4/ul és Hin61) hasitottuk, majd agardz
gélelektroforézissel 2 %-os agaroz gélben megfuttattuk. Ezaltal lathatova valtak az egyes ha-
sitasi mintazatok, amely alapjan a baktériumtoérzsek csoportositasat elvégeztiik, majd csopor-
tonként egy-egy reprezentans szekvenciajat meghataroztuk a klonok analizisénél emlitettek-

nek megfeleloen.

4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A csiraszambecslés és a torzs izolalas eredményei

A mintavétel idépontjaban a to viz-iiledék hatarrétege atlagosan 8,46 x 10°, a 20 cm
mélyrdl szarmazé iiledék 1,54 x 10* csiraszam értékkel (CFU g) volt jellemezhetd (3. &bra).
A forraskratertol tavolabb eso (H3) és az ahhoz kdzeli (H4) mintavételi pontok felszini minta-
inak atlagos csiraszam értékei (6,6 x 10°, valamint 1,03 x 10*) koz6tt nagyjabol masfélszeres
volt az eltérés. A 20 cm mélyrol szarmazo iiledékmintdkbol szamoltuk valamennyi taptalajon
kiilon-kiilon és az atlagokat tekintve is a legnagyobb (3,03 x 10*) és a legkisebb (4,79 x 10%)
csiraszam értéket. Egy adott mintan beliil az alkalmazott taptalajtipusok fliggvényében akar
egy nagysagrendnyi eltérést is tapasztaltunk a becsiilt csiraszam értékek kozott. Taptalajtipus-
tol fiiggetleniil a kraterhez kozeli (H4) minta esetében a felszini, a parthoz kdzeli (H3) minta
esetében a mélyebb iiledékrétegben kaptunk nagyobb csiraszam értékeket, tovabba a H3-as
mintavételi ponton az eltéré mélységbdl szarmazo iiledékmintak csiraszam értéker kozott
rendre kisebb kiilonbséget tapasztaltunk, mint a H4-es pontrol szarmazé mintak esetében. A
legnagyobb csiraszam értékeket a 7-es (Czapek agar), a legkisebbeket a 2-es (malata-
¢lesztokivonat agar) €s a 6-os (kolloidalis kitin agar) taptalajrol becsiiltiik, melynek oka lehet,
hogy az elobbi nagyobb mennyiségii konnyebben hasznosithato, az utobbiak kevesebb illetve
nehezebben hasznosithatd szénforrasokat tartalmaztak. A kapott csiraszam értékek alakulasa
arra enged kovetkeztetni, hogy az iiledékrétegek aerob baktériumainak mennyisége teriiletileg
¢s mélységileg is inhomogén eloszlasu. Ennek lehetséges oka, hogy a forraskraterhez koze-
lebbi (H4) mintavételi ponton az iiledék folyamatosan mozgasban van, mig a Hévizi forrasto
¢szaki partjahoz kozeli (H3) mintavételi ponton a mélyebb iiledékrétegek 1s zavartalanok, igy
ott stabilabb, allandobb kozosség alakulhatott ki.
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3. abra A Hévizi forrasté iiledékébol tenyésztéssel becsiilt baktérium csiraszam értékek
az alkalmazott taptalajok és a mintak szerint

4.2. A baktériumtorzsek genotipusos vizsgalatanak eredményei

Az 6sszesen 245 (H3F: 65; H3M: 57; H4F: 73; HAM: 50) tiszta tenyészetekbdl 1zolalt
DNS 16S rRNS-t kdédolo régidjat polimeraz lancreakcioval felszaporitottuk, majd restrikcios
enzimekkel hasitottuk €s az igy kapott mintazatok alapjan 122 ARDRA csoportot (H3F: 26;
H3M: 24; HAF: 44; HAM: 28) kiilonitettiink el. Eddig 102 reprezentans szekvencia analizisét
¢s illesztését végeztilk el. A BLAST program segitségével meghatarozott baktériumtdrzsek
mintavételi hely €s taptalajtipus szerinti megoszlasat a 4. abra szemlélteti, melynek vizszintes
tengelyén szamokkal jeloltiik a tenyésztéshez hasznalt kilencféle taptalajt, a fiiggoleges ten-
gely mentén az egyes taptalajokrol tenyésztésbe vont és szekvencia analizisnek alavetett bak-
tériumtorzsek szama olvashat6 le. A Hévizi forrasto iiledékébol kitenyésztett torzsek kozott az
Actinobacteria  (4rthrobacter,  Brachybacterium,  Brevibacterium,  Curtobacterium,

Friedmanniella, Gordonia, Kocuria, Microbacterium, Micrococcus, Micromonospora,



Mycobacterium, Rhodococcus, Streptomyces és Williamsia), a Firmicutes (Bacillus,
Brevibacillus, Paenibacilus és Sporosacina), az a-proteobacteria (Asticcacaulis,
Aurantimonas, Bosea, Caulibacter, Paracoccus, Rhodobacter, Rhodopseudomonas,
Sphingomonas és Xanthobacter), a B-proteobacteria (Delftia), a y-proteobacteria (4eromonas,
Methylobacterium, Pantoea, Pseudomonas ¢€s Rheinheimera) és a Bacteroidetes
(Chryseobacterium) nemzetségeinek képviseloit sikeriilt azonositanunk. A mutatja, hogy az
alkalmazott taptalajok eltéro szelektivitassal voltak alkalmasak a kiilonféle nemzetségekbe
sorolt baktériumtdrzsek kitenyésztésére. Bar egyetlen altalunk alkalmazott taptalaj sem bizo-
nyult teljesen szelektivnek az Actinobacteria torzs tagjaira, mégis valamennyi taptalajrol sike-
riilt tenyésztésbe vonni e torzs hévizi-tavi képviseloit. A 4-es taptalajrol kitenyésztett torzsek
kozott kaptuk a legkisebb, az 5-0s taptalaj esetében pedig a legnagyobb diverzitast. A krater-
hez kozeli (H4) mélyebb és felszini iiledékmintakbol is nagyobb filogenetikai diverzitast hata-
roztunk meg, mint a part menti (H3) mintakbol. A mintavételi mélység alapjan a partkdzelben
(H3) a mélyebb, a kraterhez kdzeli (H4) mintavételi ponton a felszini minta mutatott nagyobb
diverzitast. Az azonositott torzsek koziil a Bacillus és a Micrococcus nemzetség képviseloi
keriiltek eld mind a négy mintabol. A part kézeli (H3) mintavételi pontrdl a Sporosarcina, a
kraterhez kozelebbi (H4) mintavételi pontrol a Kocuria, a Mycobacterium, a Paenibacillus, a
Pseudomonas €s a Xanthobacter nemzetségek tagjait azonositottuk a felszini és a mélyebb
iiledékmintakbol egyarant. Ugyanakkor a mindkét helyrol (H3 és H4) szarmazo felszini (F)
mintak esetében a Mycobacterium és a Xanthobacter, mig a mélyebb (M) iiledékmintaknal az
Arthrobacter, a Kocuria, a Paenibacillus, a Pseudomonas és a Sporosarcina nemzetségek
képviseldi voltak jelen.

A H3-as mintavételi pont zavarastol mentes koriilményei feltehetoen allandobb bakteé-
riumkozosségek kialakulasanak kedveznek, innen a legtobbféle taptalajrol és a legnagyobb
aranyban (42 %) a Bacillus nemzetség fajait tenyésztettiik ki. A baktériumtérzsek a B.
idrinesis, B. megaterium, B. macroides, B. simplex, B. cereus, B. pumilus, B. barbaricus, B.
indicus, B. licheniformis fajaival mutattak nagy szekvencia hasonldsagot. A legnagyobb bak-
térium és egyben Actinobacteria diverzitas (23 illetve 10 nemzetséggel) a krater kozeli felszi-
ni mintaban, mig a legkisebb (6 illetve 3 nemzetséggel) a part menti felszini mintaban mutat-
kozott. Ez egyuttal a Hévizi forrasto teriiletenként €s iiledékmélységenként is nagymértékben

valtozo €s elteéro fajosszetételi és feltehetoen aktivitasu baktériumkozosségére utal.
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O Bacillus

O Micrococcus

O Micromonospora
B Mycobacteriuom
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O Pseudomonas
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B Rhodopseudomonas
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O Nem azonositott
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O Brevibacterium
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O Friedmanniella
O Kocuria

O Micrococcus

B Mycobacterium
O Paenibacillus

O Pseudomonas

O Rhodobacter

B Sporosarcina

B Xanthobacter

O Nem azonosttott

4. abra A Hévizi-to iiledékébdol kitenyésztett baktériumtorzsek nemzetség szintii diverzitasinak megoszlasa az alkalmazott taptalajok és a mintak szerint



Az Actinobacteria torzs képviseloi izolatumaink 27 %-at tették ki, a veliik legkozeleb-
bi rokonsagban allo tipustorzseket a neighbour-joining modszerrel és Kimura-2 korrekcioval
késziilt filogenetikai dendrogram (5. abra) szemlélteti. A torzs tagjai koziil legnagyobb arany-
ban az Arthrobacter (19 %), a Micrococcus (18 %), a Mycobacterium (18 %), a
Micromonospora (13 %) és a Kocuria (10 %) nemzetségek képviseloit izolaltuk.

Az Arthrobacter nemzetséget csupan egyetlen faj, a Kageyama és mtsai altal 2008-ban
egy japan rizsfoldrol leirt 4. oryzae képviselte, mely mindkét mintavételi helyen, de csak a
meélységi mintakban fordult el6. A nemzetség fajait leggyakrabban talajmintakbol izolaltak,
de kimutattak mar édesvizi halakbol 1s (Jones és Keddie, 2006). A nemzetség képviseloire
jellemzo6, hogy jol tirik a kiszaradast, a tapanyaghianyt, sokféle szerves anyag hasznositasara
képesek és fontos szerepet jatszanak a talaj szerves komponenseinek mineralizéldsaban.
Egyes fajaik bontani tudnak bizonyos herbicideket és peszticideket, masok fontos névényi
hormontermelok (Barea és mtsai, 1976).

A Micrococcus nemzetségbe tartozo, és mind a négy hévizi-tavi mintabol elokertilt
torzsek a legnagyobb szekvencia egyezést a M. lylae és a M. luteus tipustorzsével mutattak.
Az utobbi faj jellegzetes képviseldje az emlosdk - leginkabb az ember - borfeliiletén €16
mikrobiotanak, masodlagosan azonban szinte barhol elofordulhat (Kocur és mtsai, 2006). Bar
a M. luteust opportunista patogénként is szamon tartjak, a nemzetség képviseloit felhasznaljak
husételek tartositasara €s az altaluk szintetizalt hosszu szénlanct (C;;-Csg) alifas szénhidroge-
nek folytan is gazdasagi érdeklodésre tartanak szamot (Kloos és mtsai., 1974).

A Mycobacterium nemzetségnek a H3M minta kivételével mindenhonnan kitenyész-
tett hévizi-tavi képviselo1 a legnagyobb szekvencia egyezést a M. fortuitum, M. mucogenicum,
M. barrassiae és M. austroafricanum tipustorzsek szekvenciaival mutattak. A nevezett fajok
mind a gyors novekedésii, nem tuberkulotikus mikobaktériumok kdzé sorolhatok (Hartmanns
¢s mtsai, 2006), bar pl. a M. barrassiae torzseket klinikai mintakbol is kimutattdk mar
(Adékambi és mtsai, 2006). A M fortuitum a kdrnyezeti (pl. talaj) mintakbol leggyakrabban
1zolalt mikobaktérrumok kozé tartozik (Tsukamura, 1984). A M. austroafricanum faj torzsei-
hogy képesek az egyébként igen nehezen bonthato izooktan (2,2.4 trimetilpentan) hasznosita-

sara (Solano-Serena €s mtsai., 2000).
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5. abra A Hévizi-t6 iilledékébol kitenyésztett aktinobaktérium torzsek filogenetikai dendrogramja
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Bar a Micromonospora nemzetség tagjait régdta nagy szamban tenyésztik ki bazikus
¢s semleges kémhatasu talajokbol (Jensen, 1930; 1932), mégis jellegzetes elofordulasi helyii-
ket az édes €s soOs vizek jelentik. Munkéank soran a M. fulvoviolaceus, M. yulongensis, M.
auratinigra, M. endolithica, M. narashino, tovabba a korabbi hévizi-tavi fenotipusos vizsgala-
tok alapjan dominans M. purpureochromogenes faj képviseldjét csupan a forraskratertol tavo-
labb es6 (H3) mintavételi pontrol sikeriilt kimutatnunk, ami feltehetéen az allandobb koriil-
meények preferencidjabol adodhat. Mint hatékony celluloz-, lignin- és kitinbontok, alapveto
szerepet tolthetnek be a vizi kornyezetek anyagforgalmi folyamataiban (Erikson, 1941).

A Kocuria nemzetséget Stackebrandt és munkatarsai hoztdk létre 1995-ben a korabbi
Micrococcus nemzetség felosztasa soran. A H3F minta kivételével mindenhonnan kitenyész-
tett hévizi-tavi torzsek a Soroksari—-Dunaagban €10 keskenylevelii gyékény rizoplanjabol leirt
K. palustris és K. rhizophila (Kovacs €s mtsai, 1999), valamint a K. carniphila fajok szekven-
ciarval mutattak nagyfoku hasonlosagot.

A hévizi-tavi torzsek kozott kizarolag a kraterhez kozelebb eso (H4) mintavételi hely-
10l keriiltek elo a kisebb aranyban eléforduld aktinobaktériumok. A felszini mintabol a
Gordonia, a Williamsia, a Rhodococcus, a Brachybacterium, a Curtobacterium, a
Microbacterium, €s a Streptomyces, a mélyebb mintabol a Brevibacterium €s a Friedmaniella
nemzetségek egy-egy fajanak képviseldit azonositottuk. A sejtfalukban eltérd szénlanc hosz-
szusagu mikolsavat tartalmazo Gordonia, Williamsia és Rhodococcus nemzetségek képviseloi
a természetben széles korben elterjedtek, egyes torzseik kiillonféle xenobiotikumok bontasara
képesek, masok klinikai mintakbdl izolalhatok (Ruimy és mtsai, 1995; Stach és mtsai, 2004;
Yassin és Hupfer, 2006). Az altalunk is izolalt corineform, mikolsavat nem tartalmazo
Brachybacterium paraconglomeratum faj képviselojét eloszér baromfi tragyabol irtak le
(Takeuchi €s mtsai, 1995). A Curtobacterium és a Microbacterium nemzetségek képviseloi
jellegzetes tagjai a novények felszinét benépesitd baktériumkdzosségeknek (Behrendt és
mtsai, 2002). A Streptomyces nemzetségbe tartozé fajok koziil szamos hatékony antibiotikum
termel0 képessége folytan mar régota gydgyszeripari felhasznalas alatt all (Hinorouchi, 2007)
Az altalunk azonositott egyetlen S. albogriseolus fajként azonositott térzset a kraterhez kozeli
iilledékfelszini mintabol tenyésztettik ki. A Friedmanniella nemzetség jelenleg ismert négy
faja koziil a hévizi-tavi tdrzsek esetében a legnagyobb szekvencia egyezést az eleven iszapbol
leirt F. capsulata tipustorzzsel (Maszenan és mtsai, 1999) kaptuk. A Brevibacterium nemzet-
ség képviselor sokféle élohelyen - tobbek kozott az emberi borén (Pitcher és Noble, 1978),
tejtermékekben (Sharpe és mtsai, 1976) is - elofordulnak, a hévizi-tavi izolatum a legnagyobb
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hasonlosagot a Hwasun kornyéki tengervizbol (Dél-Korea) izoldlt B. marinum tipustrzs
(Lee, 2008) szekvencidjaval mutatta.

Négy torzs esetében kis egyezést kaptunk mar leirt fajok tipustdrzseinek szekvenciai-
val, ezek nagy valdszinliség szerint a Micrococcus, Epilithonimonas, Rhodobacter, valamint

Brevibacterium nemzetségek képviseloi.

4.3. A tenyésztéstol fiiggetlen kozosségszerkezeti vizsgalatok eredményei

A kivont k6zosségi DNS-el végzett PCR alapu hosszheterogenitas vizsgalat (LH PCR)
soran kapott kozdsségi ujjlenyomat alapjan a felszini mintdk egymashoz rendkiviil hasonlo-
nak mutatkoztak egy kiugroan dominans, és 11 kevésbé jelentos csoporttal (6. abra). A H3-as
mintavételi pontrol szarmazé mélyebb minta kdzosségszerkezete 1s a felsziniekhez hasonlo
mintazatot adott a legdominansabb csoport kisebb jelentdségét kivéve. Taxonomiailag a
legdiverzebb kozosséget a H4M minta mutatta. A klonkdnyvtarak elemzése soran a klonok
inzerthossz megoszlasanak figyelembevételével sikeriilt néhany dominans csticshoz tartozo
nagyobb filogenetikai csoportot azonositanunk. Eszerint a 4. abran lathato legerosebb, ¢€s
minden mintaban a 435 bp kérnyékén megjeleno csucs a Cyanobacteria térzsnek volt megfe-
leltetheto, melynek képviseloi a jol megvilagitott iiledékfelszinen mindkét mintavételi ponton
tomegesen voltak jelen, de a partkdzeli (H3) minta mélyebb iiledékében is jelentds aranyban
elofordultak. Az anoxikus fotoszintetizald prokaridtak korébe tartozo, de mixotrof anyagese-
rére képes Chloroflexi torzs képviseloit a 460, 500 és 515 bp-nal talalhato csucsokkal azono-
sitottuk, melyek szintén a felszini mintdkban mutattak tomegesebb megjelenést, de a mélyebb
mintakbdl 1s kimutathatok voltak. A 470 bp-nal 1évo Bacteroidetes és az 500 bp-nal 1évo o-
Proteobacteria csoportok képviseloi 1s mind a négy mintaban eléfordultak, de a mélyebb iile-
dékrétegbol szarmazo mintakban nagyobb aranyban, mint a felsziniekben. Ennek hatterében
feltehetden a Bacteroidetes torzsbe €s a 6-Proteobacteria altérzsbe tartozo szervezetek tobbse-
gében szigoruan anaerob, pl. szulfat vagy vas 1€gz0 anyagcsere-képessége huzodik meg. A
463 bp-nal megjelend csucs szinte csak a kraterhez kdzeli mélyebb (H4M) mintédban fordult
eld, amit eddig tenyésztésbe még nem vont és igy leirt fajjal egyaltalan nem rendelkez6 OP8-
as jelzésii filogenetikai leszarmazasi aghoz (candidate division) tartozé szekvenciak alapjan

azonositottunk.
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6. abra A H4F, H3F, H4M és H3M mintak LH-PCR kromatogramjai. A felsé vizszintes skila az
amplikonok méretét mutatja (bazisparban), a bal oldali fiiggéleges skila a fluoreszcencia intenzitast

A H4M ¢és a H3M mintdk kivont kdzosségi DNS-ébol mintanként 288 €s 192 tagu
klonkonyvtarat hoztunk létre. Feldolgozasuk soran az egyes tagok restrikcios hasitasat Mspl
¢s BsuRI enzimekkel végeztiikk, majd az agaroz gélelektroforézis utan mutatott mintazatuk
alapjan a H3M mintat 125, a H4M mintat pedig 150 csoportba soroltuk. Az egynél nagyobb
taglétszamu (major) csoportok reprezentansainak szekvencia analizisét mindkét esetben elvé-
geztiik. A megismert klonszekvenciak tilnyomo tobbsége Gram-negativ baktériumokkal mu-
tatott nagyfoki hasonlosagot ellentétben a tenyésztésen alapuld modszerrel nyert eredmé-
nyekkel. Ez a kiilonbség adddhatott egyrészt az altalunk hasznalt taptalajok, illetve a DNS
1zolalas és a PCR reakciok eltéro szelektivitasabol, tovabba a klonkdnyvtarbol kimutatott
taxonok sajatos és nehezen meghatarozhato tenyésztési igényeibol is. A kisebb tagszam elle-
nére a H3-as mintavételi pont klonkonyvtara diverzebbnek bizonyult a H4-es mintavételi
pontrol szarmazonal.

A H4M minta 42 taggal legdominansabb ARDRA csoportja a legnagyobb szekvencia
egyezést egy OP 8 jelzésil, eddig tenyésztésbe még nem vont képviseloket tartalmazo leszar-
mazasi aggal mutatta, amely ezen kiviil még 9 - koztiikk 24 képviselovel a masodik legna-

gyobb - csoport tagjait is magaban foglalta (7. abra). A Proteobacteria torzset a legtobb cso-
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porttal és szekvenciaval a d-Proteobacteria altorzs képviselte, melynek dominans szerepe az
LH PCR kromatogramjan is jol latszodott. A major csoportokszekvenciainak jelentos hanyada
nagy hasonlosagot mutatott a Chloroflexi torzs képviseldivel. Ezen kiviil a Cyanobacteria
(Synechococcus és Cyanothece), a Bacteroidetes, az Acidobacteria és a [-Proteobacteria
(Ideonella) fordultak még elo. Rendszertanilag nem besorolt szekvencidkkal (Bacteria) kap-

tunk nagy egyezést 3 csoport dsszesen 6 képviseloje esetében.

Bacteroidetes Acidobacteria
Bacteria 394 2% p-proteobacteria
3% 1%
Cyanobacteria
6%
OP8
49%
Chloroflexi
16%

S5-proteobacteria
20%

7. abra A forraskraterhez kozeli iiledékmintabdl szirmazé 16S rDNS alapa klonkonyvtar feldolgozasanak
eredményeként kapott nagyobb filogenetikai csoportok szizalékos megoszlasa

Deferribacteres
Firmicutes 3% Nitrospirae
Spirocha (tjhlomﬂexi 3% 3% Bacteroidetes
pirochaetes 3o, c bacteri
v-Proteobacteria 39, - 3% yanobacteria

55%
3% °

S5-Proteobacteria
5%

B-Proteobacteria
15%

Verrucomicrobia
4%

8. abra A partkozeli iiledékmintibol szairmazoé 16S rDNS alapu klonkényvtar feldolgozasianak eredmé-
nyeként kapott nagyobb filogenetikai csoportok sziazalékos megoszlasa
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A H3M minta klénszekvenciainak legnagyobb csoportjat a Cyanobacteria torzs két
nemzetsége képezte (Oscillatoria és Cyanothece), melyet az LH PCR eredményei is tiikkroz-
tek. Emellett a Verrucomicrobia térzs, valamint a B-Proteobacteria (Rhodocyclus), a y-
Proteobacteria (Beggiatoa), és a d-Proteobacteria (Geobacter) altorzsek tagjaival megegyezo
klonszekvenciakat talaltunk nagyobb gyakorisaggal. A Chloroflexi, a Bacteroidetes, a
Spirochetes €s a Firmicutes torzseket — utobbi az egyediili Gram-pozitiv szervezeteket maga-
ba foglalo csoport — a hévizi-tavi mintaban 1-1 csoport képviselte 2-2 klonnal (8. abra).

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a hévizi-tavi iiledékmintak tenyésztésen alapuld
vizsgalati eredményei alatamasztottak azt a kérnyezeti mikrobiologiaban mar ismert megfi-
gyelést, hogy gyakran Gram-pozitiv, €s/vagy sporaképzo szervezetek tulsulya jellemzi a fel-
tart mikrobakozosségek Osszetételét, elsosorban a hagyomanyos, nagy szerves anyag koncent-
tarthatésaguknak koszonhetden. A tenyésztéshez alkalmazott valamennyi taptalajrol sikertilt
tenyésztésbe vonnunk aktinobaktérium térzseket, de egyik sem volt teljesen szelektiv erre a
csoportra nézve. A tenyésztéstol fliggetlen molekularis klonozassal végzett vizsgalatok ered-
meényei ugyanakkor szamos olyan baktériumcsoport jelenlétét igazoltak, melyeknek képvise-
16it a hagyomanyos tenyésztéses eljarasokkal nehéz kimutatni és az adatbazisokban fellelheto
szekvenciak nagy része is ez 1daig tenyésztésbe még nem vont kdrnyezeti klonok szekvencia-
ibol szarmazik. Onmagaban tehat mindkét modszer csak korlatozott mértékben volt alkalmas
a mikrobialis diverzitas feltarasara, ami alatamasztotta az alkalmazott komplex megkdozelités
sziikségességét. A hévizi-tavi liledékmintak tenyésztésen alapulo €s tenyésztéstol fiiggetlen
vizsgalatanak eredményei a té baktériumkozosségeinek széleskori €s térben nagymértékben
valtozo filogenetikai diverzitasara utaltak, melyben tobb, a killonleges kornyezeti feltételek-
hez adaptéalodott és a tudomany szamara még ismeretlen baktériumfaj kimutatasa is varhato.

Tovabbi céljaink kzott szerepel:

¢ a klonkonyvtarak teljes feldolgozasa, a minor klonok szekvenciainak meghataroza-

saval

e a mar tenyésztésbe vont €s feltehetoen 1 fajok képviseloiként azonositott baktéri-

umtdrzsek részletes fenotipusos vizsgalata, a torzsek anyagcsere tulajdonsagainak
megismerésére

e egyidejlileg tobb iiledék mintavételi pontra kiterjedé diverzitas elemzés az ujonnan

alkalmazott PCR alapu hosszheterogenitas (LH) és mas tenyésztéstol fiiggetlen
molekularis biologiai modszerek (pl. DGGE) alkalmazasaval
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